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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】 
 細胞がストレスに曝されると細胞内には変性したタンパク質が蓄積し、正常な生理機能が維持でき
なくなる。分子シャペロンである Hsc70は変性タンパク質に結合し正しい立体構造をとらせることで、
細胞内タンパク質の恒常性維持に働く。癌細胞は Hsc70の発現レベルが高く、種々のストレスに対し
抵抗性をもつことから、Hsc70がフォールディングするタンパク質を解析することで、癌のストレス
応答機構を解明する。 
【方法】 
 ヒト大腸癌細胞 HT29を通常培養（バックグラウンドコントロール）、血清飢餓培養または 5-フル
オロウラシル存在下で 6時間培養し、それぞれの細胞抽出液から自作の抗 Hsc70抗体を用いて Hsc70
複合体を単離した。精製した Hsc70複合体は質量分析計を用いて同定し、Hsc70結合タンパク質プロ
ファイルをサンプル間で比較解析した。 
【結果】 
 異なる2種のストレス条件である血清飢餓培養および5-フルオロウラシル存在下で共通してHsc70
に結合する 10のユニークタンパク質を同定した。その中から Rasスーパーファミリーに属する Rab1A
がHsc70発現抑制下かつストレス下において分解されることを明らかにした。また、RNAiによるRab1A
の発現抑制により、オートファジー阻害、続いて細胞壊死が誘導されたことから、Rab1Aが HT29の
生存に必須であることが明らかとなった。以上より、オートファゴソームの形成に必須である Rab1A
の分解を Hsc70が抑制することでストレスに拮抗していることが示唆された。 
【結論】 
 ストレス下で Hsc70は Rab1Aの分解を抑制することで HT29細胞の生存に寄与していることを明ら
かにした。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
腫瘍細胞は微小環境において種々のストレスに曝されながらも、増殖、生存することができる。本
研究は、分子シャペロンである Hsc70と結合するタンパク質を網羅的に解析することで、腫瘍細胞の
生存に重要な分子の同定を試みたものである。 
実験にはヒト大腸癌細胞 HT29を用い、ストレス負荷群として血清飢餓培養と 5-フルオロウラシル
添加培養を用いた。また、通常培養した細胞をバックグラウンドコントロールとして用いた。各条件
の細胞抽出液から自作の抗 Hsc70抗体を用いて Hsc70複合体を単離し、質量分析計を用いて結合タン
パク質を同定した。同定タンパク質のプロファイルをサンプル間で比較解析した結果、血清飢餓培養
群ではタンパク質輸送に関与するタンパク質が、5-フルオロウラシル添加群では代謝に関与するタン
パク質が多く同定された。以上より、Hsc70結合タンパク質の解析によりストレスに応じた細胞内の
生理状態の変動をモニターできることが示唆された。さらに、腫瘍細胞のストレス耐性に共通する分
子を明らかにするために、2 つのストレス条件で共通して検出された 10 のユニークタンパク質を解
析し、その中から Rasスーパーファミリーに属する Rab1Aを同定している。Rab1Aはストレス下でユ
ビキチン修飾され、さらに Hsc70 発現抑制下で分解が促進されることを明らかにした。この Rab1A
の発現量の低下はプロテオトキシックストレスとなることを iTRAQ 法による定量プロテオーム解析
により明らかにした。Rab1Aの発現抑制によるタンパク質恒常性の破綻は、オートファジーの誘導が
阻害された結果であり、最終的に細胞壊死を引き起こすことを示した。 
 以上の結果より、HT29 細胞がストレスに曝されると、オートファジーの誘導に必須である Rab1A
の分解が促進されるが、Hsc70がこれを抑制することでストレスに応答していることが明らかとなっ
た。本研究は小胞体-ゴルジ体輸送の制御因子として知られている Rab1A がオートファジーの誘導に
必須であり、細胞内タンパク質の恒常性維持に寄与していることを初めて明らかにした。また、本研
究手法であるシャペロン結合解析は細胞の生理状態をモニターする新たなプロテオミクスとなる可
能性を示した。よって、本研究は博士（医学）の学位を授与されるに値するものと判定された。 
